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摘　要　肺炎糖疫苗在预防由肺炎链球菌引起的肺炎和脑膜炎等疾病中发挥关键作用。荚膜多糖、C-多糖和磷含量是疫苗

研发和生产中多糖抗原质量控制的重要指标，研究发展了基于单一内标物六甲基磷酰三胺（hexamethylphosphoramide,

HMPA）的定量1H NMR 和31P NMR 法，实现 6A，6B，18C，19A，19F 及 23F 型肺炎链球菌多糖抗原中荚膜多糖、C-多糖和磷

含量的同步测定。利用内参物比较法，探究了多糖溶解性质对定量核磁测定的影响，发现定量1H NMR 的测定结果受到多糖

水溶液黏度和浓度的影响。发现高黏度多糖在 3~15 mg/mL，低黏度多糖在 5-25 mg/mL 是最适检测液浓度范围。该“一内标

三定量”NMR 法具有良好的精密度、特异性和准确度，为肺炎链球菌疫苗的质量控制提供了一种有价值的新策略。
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Abstract    Pneumococcal  vaccine  plays  a  key  role  in  preventing  diseases  such  as  pneumonia  and  meningitis
caused  by  Streptococcus  pneumoniae  (S.  pneumoniae).  Capsular  polysaccharide,  C-polysaccharide  and
phosphorus  content  are  important  indicators  for  quality  control  of  polysaccharide  antigens  in  vaccine
development  and  production.  In  this  study,  a  quantitative  1H  NMR  and  31P  NMR  method  based  on  a  single
internal  standard  hexamethylphosphoramide  (HMPA)  was  developed  to  achieve  simultaneous  determination  of
capsular  polysaccharide,  C-polysaccharide  and  phosphorus  content  in  6A,  6B,  18C,  19A,  19F  and  23F  S.
pneumoniae polysaccharide antigens. Using the internal reference comparison method, the effect of solubility of  
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polysaccharide  on  quantitative  1H  NMR  determination  was  investigated.  It  was  found  that  the  determination
results of quantitative 1H NMR were affected by the viscosity and concentration of polysaccharide solution. It was
found that high viscosity polysaccharides at 3−15 mg/mL and low viscosity polysaccharides at 5−25 mg/mL were
the optimal detection solution concentration range. This “one internal standard three quantitative” NMR method
has  good  precision,  specificity  and  accuracy,  and  provides  a  valuable  new  strategy  for  the  quality  control  of
pneumococcal vaccine.
Key words    Streptococcus pneumoniae; capsular polysaccharide; quantitative 1H NMR; quantitative 31P NMR; 

C-polysaccharide; phosphorus
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肺炎链球菌性疾病由于其发病率和病死率高，

是全球重大公共卫生问题之一[1−2]。世界卫生组织

将肺炎链球菌疾病列为“极高度优先”需要接种疫

苗预防的两种疾病之一[3]。根据细胞表面荚膜多糖

结构，肺炎链球菌可分为 101种血清型菌株[4]，其中

1，2，3，4，5，6A，6B，7F，8，9N，9V，10A，11A，12F，
14，15B，17F，18C，19A，19F，20，22F，23F和 33F这

24种血清型涵盖引起婴幼儿重症肺炎 90%以上临

床病例。已上市的肺炎链球菌疫苗均采用荚膜多

糖作为抗原。据此，第 1代肺炎多糖疫苗发展至

23价产品，而适用于婴幼儿的第 2代肺炎多糖结合

疫苗则以 13价肺炎多糖结合疫苗为代表性产品。

肺炎链球菌荚膜多糖的重复单元通常由 2~7
个单糖组成，可分为含脱氧糖类多糖、含乙酰氨基

糖类多糖和其他多糖 3类[5]。肺炎链球菌糖疫苗的

免疫保护作用受荚膜多糖的纯度、相对分子质量分

布、与蛋白结合率等因素影响[6−7]，给多价肺炎糖疫

苗的质量控制带来了很大挑战。C-多糖作为细菌

细胞壁的组成成分，是肺炎链球菌表面普遍存在

的一种糖类物质，也是荚膜多糖提取物中的常见杂

质[8]。C-多糖的结构由含有磷酸胆碱取代基的磷酸

二酯连接的线性五糖重复单元组成[9]。当制备肺炎

多糖结合疫苗时，残留的 C-多糖会使人体产生抗

C-多糖的抗体，这些抗体不能抵抗肺炎链球菌的感

染，影响对多糖结合疫苗免疫应答的评估[10−11]。综

上，荚膜多糖的品质控制需开展多个理化指标的检

定，尤其是荚膜多糖含量、C-多糖含量，针对含磷酸

酯基多糖则还需开展磷含量的测定。

随着核磁共振技术的普及和仪器性能的升

级 [12]，越来越多的研究采用定量核磁共振谱图

（qNMR）来实现质量控制[13]。Xu等[14] 以二甲基亚

砜为内标物，建立了一种测定 6B，10A，17F，19A，19F

及 20型肺炎链球菌荚膜多糖含量的定量1H NMR
法 。 Pu等 [15] 以 六 甲 基 磷 酰 三 胺 （ hexamethyl-
phosphoramide, HMPA）为内标物，利用定量31P NMR
法测定 b型流感嗜血杆菌荚膜多糖中磷含量。本

课题组发展了一种利用单一内标同步测定 b型流感

嗜血杆菌荚膜多糖中多糖和磷含量的 qNMR法[16]。

本团队长期致力于细菌糖疫苗的研究与开

发 [17−21]，以及质量控制技术的开发 [22−26]。本研究

针对含有磷酸二酯键的 6A，6B，18C，19A，19F及

23F型肺炎链球菌荚膜多糖，进一步发展一种用于

高效测定肺炎多糖抗原中荚膜多糖、C-多糖和磷含

量的 qNMR法。针对现有 qNMR法依赖不同内标

物测定多糖中各种组分的现状，以 HMPA作为定量
1H NMR和31P NMR法内标物，并探究了多糖溶解

度、浓度对检测结果的影响，旨在提高肺炎糖疫苗

质量控制的准确度和效率。 

1    材　料

研究所用 6A、6B、18C、19A、19F、23F型肺

炎链球菌荚膜多糖由北京民海生物科技有限公司

提供。所用试剂为 HMPA（纯度 99%，美国 Sigma-
Aldrich公司）；重水（氘代度 99.9%）、N-乙酰-D-半
乳糖胺（纯度 98%）（北京伊诺凯科技有限公司），其

他试剂均为市售分析纯。

所用仪器为 Ultrashield Plus 400 MHz核磁共

振波谱分析仪（德国布鲁克公司）；EX125DZH型电

子天平（上海奥豪斯仪器有限公司）。 

2    方　法
 

2.1    多糖母液的配制

称取一定量的肺炎链球菌荚膜多糖冻干物，

溶解于重水中，震荡混匀后配制 20 mg/mL的多糖
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母液。 

2.2    定量内标物母液的配制

精确称量 HMPA 28 mg，用重水 10 mL定容，

作为 2.8 mg/mL内标物母液；精确称量 HMPA 9 mg，
用重水 1 mL定容，作为 9 mg/mL内标物母液。 

2.3    定量内参物母液的配制

精确称量 N-乙酰-D-半乳糖胺 28 mg，用重水

1 mL定容，作为 28 mg/mL内参物母液。 

2.4    含内参物的多糖检测液配制

参考 Xu等[20] 的多糖检测液配制方法，根据所

需多糖、内标物、内参物的浓度，分别量取 3种母

液，以重水定容得到多糖检测液，每种检测液平行

配制 3份。量多糖检测液取 0.5 mL至核磁管中，常

温超声 3 min，除去核磁管内溶液中的气泡，3个平

行样品用于核磁检测。 

2.5    纵向弛豫时间 T1 的测定

核磁共振现象与原子核的受激跃迁和弛豫过

程紧密相关。原子核吸收电磁波从低能级跃迁到

较高能级，弛豫过程使得处于高能级的原子核回到

低能级。其中，高能态的自旋核通过将其能量转移

至周围其他分子的方式回到低能态的过程称为

纵向弛豫。纵向弛豫过程所经历的时间为纵向弛

豫时间（T1）。使用核磁共振反转恢复（ inversion
recovery，IR）序列测定 T1，利用双脉冲系列为 π-τ
（变数）-π/2-tR 来观察1H核自由感应衰减（FID）信

号。IR得到原始数据的恢复时间 (t)及其相应的幅

度 M(t)，利用单指数模型 M(t)=M(0)(1–2e-t/T1)拟合

曲线 t-M(t) 可以得到 T1。 

2.6    定量1H NMR 法参数设置

参考 Xu等[9] 和 Xu等[14] 对肺炎链球菌荚膜多

糖定量1H NMR法研究结果，定量1H NMR法的仪

器参数设置为采用 zg 30脉冲序列，脉冲角为 30°，
实验绝对温度控制为 298 K，采样谱宽为 9 000 Hz，
中心频率位于 δH 3.5，采样点数为 64 K，线宽因子

为 0.3 Hz，采样时间为 3.6 s，空扫次数为 2次，采样

次数为 64次，脉冲延迟时间设定为 30 s，预扫描延

迟设定为 6.5 µs。每张谱图均经自动相位校正和自

动基线校正处理，以避免手动校正对定量结果的干

扰。所有谱图的定量特征峰均采用同一积分区间，

确保信号被充分积分。 

2.7    定量31P NMR 法参数设置

参考 Pu等 [15] 对肺炎链球菌荚膜多糖定量

31P NMR法的研究结果，定量31P NMR法的仪器参

数设置为采用 zgpg30脉冲序列，脉冲角为 30°，实
验绝对温度控制为 298 K，采样谱宽为 64 100 Hz，
中心频率位于 8 100 HZ，采样点数为 64 K，线宽因

子为 1 Hz，采样时间为 0.5 s，采样次数为 64次，空

扫次数为 4次，脉冲延迟时间设定为 2 s，预扫描延

迟设定为 6.5 µs。每张谱图均经自动相位校正和自

动基线校正处理，以避免手动校正对定量结果的干

扰。所有谱图的定量特征峰均采用同一积分区间，

确保信号被充分积分。 

2.8    计算公式

定量核磁测定中待测多糖与内标物的单位

原子积分面积比值与其物质的量比值一致，据此参

考已报道的定量1H NMR和定量31P NMR的计算公

式[16]，利用定量核磁谱图中得到的各定量峰积分可

得到多糖抗原中荚膜多糖、C-多糖和磷含量。 

3    结果与讨论
 

3.1    定量1H NMR 测定多糖和 C-多糖含量 

3.1.1　内标物的优选　内标应有较高的纯度，含有

多个质子。HMPA的理化性质稳定，结构中 6个甲

基的特征峰位于 δH 2.58和 δH 2.60，与 6A，6B，18C，
19A，19F和 23F型肺炎链球菌荚膜多糖的氢谱出

峰完全分离，且无其他杂峰干扰。 

3.1.2　定量特征峰的优选　针对各型荚膜多糖
1H NMR谱图，开展了定量特征峰的优选。各血清

型荚膜多糖1H NMR谱图中 δH 3.25处都有 C-多糖

磷酸胆碱的甲基氢特征定量峰信号。6A、6B、
19A及 19F型荚膜多糖的定量峰选为 α-L-Rhap 的

6-甲基氢信号，位于 δH 1.32；23F型荚膜多糖的定量

峰选为 α-L-Rhap 与 β-L-Rhap 的 6-甲基氢信号，位

于 δH 1.28。18C型荚膜多糖由 5种不同连接形式

的单糖组成，相对分子质量高达上百万，溶解度较

差，影响结构中 α-L-Rhap 的 6-甲基氢信号效果。

为了提升核磁谱图信号分辨率，尝试向核磁检测

液中加入 1%氯化钠或 1%磷酸盐，但无明显效

果。鉴于 18C型荚膜多糖结构中氧乙酰化比例为

100%[27]，其定量峰选择氧乙酰基甲基氢信号，位于

δH 2.15。 

3.1.3　弛豫延迟时间 D1 的设定　对于 qNMR技

术，30°脉冲激发后必须有足够长的弛豫时间使所有

被激发原子核恢复到平衡态，保证谱图上每个峰
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的积分面积与质子数成正比，D1设定一般为 T1
的 5~7倍。D1的设定应以 T1大的组分为依据

进行设定，通过反转恢复实验对所有质子定量峰

共振谱线的 T1分别进行测试，HMPA定量峰的

T1为 3.433 s。C-多糖定量峰的 T1为 0.436 s，6A、

6B、18C、19A、19F、23F 型肺炎链球菌荚膜多糖定

量峰的 T1分别为 0.855、0.849、2.488、0.798、0.706
和 1.310 s。最大纵向弛豫时间为 3.433 s，因此设

定 D1为 30 s。 

3.1.4　多糖溶液黏度对定量1H NMR 的影响　1H
NMR的采集效果受到样品溶液黏度的影响，通常

多糖浓度提高，相应的黏度增加，不利于1H NMR的

采集，容易导致峰的宽化，因此多糖浓度不宜过

高。不同多糖的黏度有差异，按照在 20 mg/mL质

量浓度下多糖溶液呈黏稠糖浆状或流动液体状，将

多糖按黏度定性分为高黏度多糖（18C型肺炎链球

菌荚膜多糖）与低黏度多糖（6A、6B、19A、19F、
23F型肺炎链球菌荚膜多糖）。为了进一步明确黏

度对于多糖的 qNMR准确性的影响，采用一种多糖

结构中不含有的单糖作为参考物质。

针对高低两种黏度的多糖，以 5 mg/mL 6A型

和 18C型肺炎链球菌荚膜多糖溶液为例，选择多糖

结构中不含有的 N-乙酰-D-半乳糖胺作为参考物

质，明确多糖溶液黏度对内参物定量结果的影响。

6A型肺炎链球菌荚膜多糖在 5 mg/mL检测浓度

下，定量1H NMR所测得的 N-乙酰-D-半乳糖胺含量

与实际纯度差小于 0.3%，RSD（n=3）为 0.93%，回

收率为 100.31%。18C型肺炎链球菌荚膜多糖在

5 mg/mL检测浓度下，定量1H NMR所测得的 N-乙
酰 -D-半乳糖胺含量与实际纯度差小于 1.18%，

RSD（n=3）为 1.19%，回收率为 101.20%。上述结果

表明，在高黏度和低黏度多糖溶液中，开展内参物

N-乙酰-D-半乳糖胺含量检测均具有良好的精密度。 

3.1.5　多糖溶液浓度对定量1H NMR 的影响　已报

道的定量1H NMR检测肺炎链球菌多糖含量的方法

中，对于核磁参数设置开展了系统的研究 [28]，为

qNMR方法的发展和应用提供了重要参考。然而，

肺炎链球菌多糖检测液浓度对于 qNMR法检测结

果的影响尚无已报道的研究工作。值得注意的是，

相较于小分子物质，相对分子质量达到 600 kD的

肺炎链球菌荚膜多糖溶解于重水中，配制为常规

NMR测试浓度溶液时具有一定的黏度，且随着浓

度提高而不断增加。高黏度多糖，如 18C型肺炎链

球菌荚膜多糖，20 mg/mL质量浓度的溶液呈黏稠

糖浆状，而低黏度多糖，如 6A型肺炎链球菌荚膜多

糖，60 mg/mL溶液仍呈流动液体状。检测液黏度

的提高不仅增加了核磁样品配制的操作难度，还将

降低 NMR谱图的分辨率，导致 qNMR谱图中各个

信号的积分存在较大误差。另一方面，核磁信号的

强度及其准确度也与检测液中样品的浓度相关，浓

度过低不利于核磁谱图采集的效果和经济性，将显

著降低 qNMR法的准确性和实用性。对于具有极

大相对分子质量的肺炎链球菌荚膜多糖，其检测液

浓度不宜过低，以便获得理想的 NMR检测结果。

基于以上考虑，以 HMPA作为内标物质时，对于

肺炎链球菌荚膜多糖检测液浓度对定量1H NMR
的影响开展了探究，兼顾检测液的浓度、黏度与核磁

信号强度、分辨率的相关性，高黏度肺炎链球菌荚

膜多糖检测液质量浓度可在 3，6，9，12和 15 mg/mL
之间开展考察；低黏度肺炎链球菌荚膜多糖检测液

质量浓度可在 5，10，15，20和 25 mg/mL之间开展

考察。所有的实验均开展了 3次平行实验。

对于高黏度的 18C型肺炎链球菌荚膜多糖，

在 3，6，9，12，15 mg/mL质量浓度下，定量1H NMR
测得多糖含量（以重复单元相对分子质量 989.79
计）的 RSD（n=3）均小于 5%，其中检测液质量浓度

15 mg/mL时测定值的 RSD最小（1.2%）。对 18C
型荚膜多糖的不同检测浓度下所得多糖含量进行

显著性分析，发现在 3，6，9，12，15 mg/mL质量浓度

下进行定量1H NMR检测时，所测得多糖含量之间

均无显著性差异（P> 0.05）（图 1）。
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Figure 1    Effect  of  polysaccharide  concentration  on  1H  NMR

quantitative  determination  of  CPS  from  S.  pneumoniae  serotype  18C
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对于低黏度的 6A型肺炎链球菌荚膜多糖，在

5，10，15，20，25 mg/mL质量浓度下，定量1H NMR
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测得荚膜多糖含量（以重复单元相对分子质量 683.53
计）的 RSD（n=3）均小于 1.2%，其中检测液质量浓

度 10 mg/mL时测定值的 RSD最小（0.24%）。对

6A型荚膜多糖的不同检测浓度下所得多糖含量进

行显著性分析，发现在 5~25 mg/mL质量浓度下进

行定量1H NMR检测时，所测的多糖含量之间均无

显著性差异（P> 0.05）（图 2）。
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3.1.6　肺炎链球菌多糖抗原中荚膜多糖和 C-多糖

含量的测定　按照上述优化的检测浓度完成了各型

多糖的检测，开展了 3次平行实验。经计算后得到

6A、6B、18C、19A、19F、23F血清型肺炎链球菌多

糖抗原中的荚膜多糖含量分别为（83.037±0.196）%，

（ 79.935±0.709） %， （ 68.439±1.380） %， （ 84.290±
0.730）%，（77.176±1.409）%，（75.900±0.231）%。6A，

6B，18C，19A，19F，23F血清型肺炎链球菌多糖抗原

中的 C-多糖含量分别为（1.467±0.021）%，（1.859±
0.001）%，（1.934±0.023）%，（2.711±0.082）%，（2.125±
0.071）%，（2.925±0.121）%。 

3.2    定量31P NMR 法测定磷含量 

3.2.1　定量特征峰的选择　各型肺炎链球菌荚膜

多糖定量31P NMR的定量峰的化学位移为−0.02，固
定积分范围为 0.32 ~ −0.35。 

3.2.2　内标物的选择　内标物定量峰需与所测样

品的定量峰分离良好，不产生干扰。内标物 HMPA
和肺炎链球菌荚膜多糖的定量31P NMR谱图中两组

峰完全分离，互不干扰。因此选用 HMPA作为定量
31P NMR的内标物。 

3.2.3　肺炎链球菌多糖抗原中磷含量的测定　开

展了 3次平行实验后计算得到 6A、6B、18C、19A、

19F、23F血清型肺炎链球菌多糖抗原中磷含量

分别为（3.941±0.006）%、（3.877±0.077）%、（2.878

±0.119）%、 （ 3.943±0.047）%、 （ 4.255±0.032）%和

（3.216±0.090）%。 

4    结　论

肺炎链球菌荚膜多糖的质量控制体系是多糖疫

苗和多糖结合疫苗安全、有效的保障。目前，肺炎链

球菌多糖抗原的质量控制主要有免疫学、化学法和

仪器检测法，其中 qNMR法可确定肺炎链球菌荚膜

多糖结构，测定多糖含量和磷含量，也可定量分析 C-
多糖这类残留物质。本研究采用 qNMR法开展肺炎

链球菌多糖抗原组分定量研究，定量峰的选择是

至关重要的部分。针对 6A，6B，19A，19F，23F型多

糖，鉴于其都有一个位于 δH 1.30左右的孤立峰，统

一选择 Rhap 的 6-甲基氢信号作为定量特征峰。

而 18C型荚膜多糖由于溶解度较差，影响结构中

Rhap 的 6-甲基氢信号效果。鉴于其为完全氧乙酰

化，定量特征峰选择氧乙酰基的甲基氢信号。以

HMPA为单一内标物，实现了 6A、6B、18C、19A、

19F、23F型肺炎链球菌多糖抗原中荚膜多糖、C-多
糖和磷含量的同步测定。进一步优化了核磁参数，

利用内参物的定量分析验证了 qNMR检测的准确

性。同时，探究了多糖黏度、多糖检测液质量浓度

对 qNMR检测准确性的影响，发现高黏度多糖

（18C型荚膜多糖）最适检测的质量浓度范围为 3~15
mg/mL，低黏度多糖（6A、6B、19A、19F、23F型荚膜

多糖）最适检测的质量浓度范围为 5~25 mg/mL。
qNMR具有可靠、精确、准确、应用范围广等

优点，具有广泛的应用前景，能有效提高疫苗生产

中肺炎链球菌荚膜多糖品质控制的工作效率。本

研究中发展的“一内标三定量”qNMR法为肺炎链

球菌糖疫苗的质量控制和升级换代提供了重要的

技术保障，并将为其他生物医药制品的品质控制提

供参考。
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